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(57) La presente invention concern e le domaine de 
la prevention du cancer, et en particulier des cancers 
colorectaux. Plus particulierement, I'invention porte sur 
I'utilisation de lupulones, pour la preparation d'une com- 
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Description 

[0001] Lapresente invention concerns ledomainede la prevention du cancer, et en particulierdes cancers colorectaux. 
[0002] Les cancers du cdlon et du rectum sont la seconds cause de d§ces par cancer dans les pays developp^s, 

5 avec 945 000 cas/an et 452 000 deces/an dans le monde (OMS 2003). En France cela represente environ 36 000 cas/an 
avec un taux de survie sur 5 ans de 40-50%, soit 1 6 000 deces par an. Le risque de cancer colorectal est comparable 
chez les hommes et chez les femmes et, a 70 ans, environ 1 personne sur 25 aura ete atteinte. 
[0003] Aujourd'hui, la strategic therapeutique est basee sur la chirurgie et une chimiotherapie palliative a base de 5- 
FU module par I'acide folintque en association avec Pirinotecan ou le methotrexate. Recemment, I'association 5-FU/ 

10 oxaliplatine a recu I'agrement de la FDA aux Etats-Unis pour le traitement en premiere ligne du cancer colorectal 
metastatique, malgre une neurotoxic^ averee. Le mauvais pronostique du cancer colorectal est lie a un diagnostic 
pose tardivement ce qui est d'autant plus regrettable que le developpement de ce cancer s'etend sur plusieurs annees, 
voire dizaines d'annees. Ce developpement est initie par Tapparition de lesions precance reuses, qui sont d'abord des 
foyers decryptes hyperproliferatives, ou foyers decryptes anormales (FCA), au niveau de la muqueusecolique. Certains 

15 de ces FCA se transformed progressivement en polypes, lesquels peuvent eventuellement d^generer ensuite en tu- 
meurs. II est clair qu'un depistage precoce, au niveau des lesions pr6canc6reuses, et leur traitement, permettrait une 
intervention bien plus efficace. Cette longue p6riode de « transition » des lesions pr6cance reuses vers des tumeurs 
invasives offre en effet une large fenetre d'intervention pourtoute action pharmacologique visant a prevenir ou a freiner 
cette progression. De fait, le cancer colorectal paraTt particulierement bien indique pour le developpement de strategies 

20 de chimioprevention. A I'heure actuelle, les premiers essais (vitamine D + Calcium, aspirine, celecoxib etc...) ont d'ores 
et deja ete conduits avec des resultats decevants pour certains (vitamine D + Calcium) et plus encourageants pour 
d'autres (celecoxib, aspirine), mais ces resultats doivent encore etre continues et affines. D'autres essais sont en cours 
et cette voie de recherche dediee a la chimioprevention du cancer colorectal est aujourd'hui en pleine expansion. 
[0004] Dans la recherche de nouveaux composes utilisables en chimioprevention, certains constituants vegetaux 

25 offre nt des pistes interessantes. Des etudes experimentales montrent en effet que certains microconstituants presents 
dans ralimentation, en particulierceuxapportes par les vegetaux, pourraient avoir une action preventive sur le processus 
de la cancerogenese (Wattenberg L.W., 1992, Inhibition of carcinogenesis by minor dietary constituents. Cancer Res. 
52, 7suppl. 2085-2091 ). Seton les composes testes, un effet protecteur peut etre observe soit durant la phase d'inttiation, 
soit durant la phase de promotion et de progression du developpement tumoral. Les mecanismes d'action possibles 

30 des phytoconstituants sont multiples, lis peuvent agir sur des cibles genomiques, en modulant I'expression de genes 
specifiques, par exemple en agissant sur la methylation de I'ADN, sur i'acetylation des histones. Its peuvent egalement 
interagir directement sur certaines prolines regulatrices, des enzymes ou d'autres substances endo- ou exogenes 
(Wattenberg L.W., supra; Wargovich M.J: et a!., 2000, Efficacy of potential chemopreventive agents on rat colon aberrant 
cryptformation and progression. Carcinogenesis 21,6:11 49-55). Ces phytoconstituants peuvent avoir des repercussions 

35 sur de nombreuses voies metaboliques, sur le statut redox, sur la transduction de signaux intervenant dans le contrdle 
de la proliferation et de ta mort cellulaire (Wattenberg L.W., supra). 

[0005] Dans ce contexte, les inventeurs ont etudie les proprietes de differents constituants isoles d'extraits issus de 
la filiere brassicole. Des etudes preiiminaires sur des cellules en culture ont permis de mettre en evidence une activite 
antiproliferative importante de deux constituants des extraits prepares a partir de cdnes de houblon (resines a et p). 

40 [0006] Les resines fi ou lupulones correspondent a des acides phenoliques alicycliques, different des resines a ou 
humulones par la presence d'une chatne isopnenyle a la place d'un fonction hydroxyle acide. Ces resines, appel6es 
aussi acides a et (J, sont synth6tis6es exclusivement par les cdnes de houblon (Humulus lupulus L, Cannabaceae). 
Elles existent naturellement sous 5 formes differentes, selon la longueur de la chaine laterale (co : iso-butyroyle ; n : 
iso-vaieroyle ; ad : methyl 2-butyroyie; pre : isopentoyle ; post : propionoyle), les formes co- et n- etant majoritaires. 

45 [0007] Des extraits de houblon prepares par C0 2 supercritique concentrent ces resines a et tr6s lipophiles. Ces 
extraits concentres sont utilises par Industrie brassicole, qui les ajoute au cours de la cuisson du mout pour apporter 
arome et amertume a la biere. Les lupulones, contrairement aux humulones, ne se retrouvent pas dans la biere mais 
sont piegees lors de la centrifugation du mout dans le "trouble whirlpool", qui est une matiere de consistance boueuse 
contenant des proteines coaguiees et des r6sidus de houblon et constitue actuellement un dechet industriel. 

so [0008] Les resultats exp6rimentaux pr6sentes ci-dessous, obtenus sur un modeie animal de cancer du cdlon, montrent 
le potentiel anticanc6rog6ne des lupulones, qui inhibent la phase d'initiation du cancer (formation de foyers de cryptes 
anormales, ou FCA), mais egalement les phases ulterieures (la transformation des FCA en polypes, et la transition des 
polypes en tumeurs). 

[0009] La presents invention porte done en premier lieu sur I'utilisation de lupulones, pour la preparation d'une com- 
55 position destinee a inhiber la formation de foyers de cryptes anormales au niveau de la muqueuse du colon d'un 
mammifere. Selon cet aspect de {'invention, il s'agit done d'inhiber la phase initiate du processus qui conduit a la formation 
de tumeurs du cdlon. Cette prevention des phases tr6s precoces peut etre particulierement avantageuse chez des sujets 
qui presentent des facteurs de risque de cancer du cdlon, notamment chez des sujets jeunes, en particulier ceux ayant 
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des antecedents familiaux de cancer du cdlon ou une predisposition genetique telle que ia polypose adenomateuse 
familiale ou le syndrome de Lynch. 

[0010] Dans le cadre de la presente invention, on entend par "lupulones" aussi bien les lupulones naturelles extrartes 
du houblon, que des lupulones produites par synthese chimique ou par hemisynthese. L'invention peut etre mise en 
oeuvre avec une forme particuliere de lupulone puriftee (en particulier Tune des trois formes majoritaires : n-lupulone, 
coluputone ou adluputone), ou avec un melange de plusieurs formes de lupulones. En outre, les lupulones etant tres 
sensibles a Poxydation et peu solubles dans Peau, il peut etre avantageux, pour mettre en oeuvre la presente invention, 
d'utiliser un derive actif des lupulones. Des tels derives peuvent etre obtenus, par exemple, en ajoutant des substituants 
au niveau des fonctions pseudo-ph6noliques des differentes formes lupulones, sans toucher a I'integrite de la structure 
de la lupulone, afin d'obtenir des composes prodrogues qui pourraient etre retransformes en lupulone par des enzymes 
du type esterases ou hydrolases presentes dans le tube digestif. Dans la suite de ce texte, le terme "lupulones" designera 
egalement de tels derives actifs des lupulones. A titre d'exemples de tels derives, on peut citer le monoacetate et des 
mono acides obtenus avec Pacide succinique ou glutarique comme represents sur les schemas presentes a la figure 1 . 
[001 1 ] Selon un autre aspect de l'invention, les lupulones sont utilisees pour la preparation d'une composition destinee 
a inhiber la formation de polypes au niveau de la muqueuse du colon d'un mammifere. Outre les categories de sujets 
mentionnees ci-dessus (ayant des antecedents familiaux et/ou une predisposition genetique au cancer du colon), les 
sujets presentant d6ja des foyers de cryptes anormales peuvent tres avantageusement b6neficier d'un traitement par 
une composition selon cet aspect de l'invention, ainsi que les patients presentant un antecedent de polypectomie ou 
d'ex6rese tumorale au niveau colique, ou les personnes Sg6es, notamment celles de plus de 65 ans ayant un mode de 
vie sedentaire et/ou une alimentation riche en viandes et pauvre en fruits et legumes. 

[0012] La presente invention porte egalement sur ['utilisation de lupulones, pour la preparation d'une composition 
destinee a inhiber la cancerisation de polypes presents au niveau de la muqueuse du colon d'un mammifere. Bien 
entendu, cette indication vise en particulier les personnes dont on sait ou on suspecte qu'elles ont des polypes coliques. 
[001 3] Ainsi, la presente invention concern e P utilisation de lupulones pour preparer une composition destinee a prevenir 
les tumeurs colorectales, en particulier chez des individus presentant un ou plusieurs des facteurs de risque suivants : 

- antecedents familiaux de cancer du colon ; 

- predisposition genetique telle que ia polypose adenomateuse familiale ou le syndrome de Lynch ; 
lesions precancereuses au niveau du cdlon; 

- antecedent de polypectomie ou d'exerfcse tumorale au niveau colique; 

- §ge superieur a 65 ans combine a un mode de vie sedentaire et/ou a une alimentation riche en viandes et pauvre 
en fruits et legumes. 

[0014] Selon une mise en oeuvre particuliere de l'invention, !es lupulones sont utilisees sous forme d'extrait du "trouble 
whirlpool" obtenu dans le precede de fabrication de la bi6re. 

[0015] Selon un aspect particulier de l'invention, les lupulones sont utilisees dans une composition nutraceutique telle 
qu'un alimentfonctionnel ou un complement alimentaire. Par "aliment fonctionnel", on entend une preparation alimentaire 
a consommer comme un aliment normal bien qu'elle procure des benefices sup6rieurs a la nutrition classique. Un aliment 
fonctionnel comprenant des lupulones, ou enrichi en lupulones, fait egalement partie integrante de la pnasnete invention. 
A titre d'exemples non Jimitatifs d'aliments fonctionnels selon l'invention, on peut citer les jus de fruits, sodas et autres 
boissons sans alcool, les produits a base de cer6ales, les yaourts et preparations lactees, les barres chocolatees, la 
margarine et autres matieres grasses a tartiner, les biscuits, etc. 

[0016] Des complements alimentaires comportant des lupulones font egalement partie de la presente invention. Ces 
complements peuvent se presenter, par exemple, sous forme de geiules, poudres ou comprimes. Bien entendu, ils 
peuvent contenir d'autres principes actifs, tels que de la vitamine D, du calcium, du magnesium, ere. 
[0017] Alternativement, les lupulones peuvent etre utilisees, dans le cadre de ia presente invention, pour la preparation 
d'un medicament. 

[0018] De facon avantageuse, les compositions fabriquees dans le cadre de l'invention sont formulees de facon a 
permettre I'administration d'environ 30 mg/m 2 de lupulones par jour au mammifere a traiter. En particulier, lorsque ledit 
mammifere est un humain, la composition peut etre formuiee pour permettre I'administration de lupulones, en 1 a 3 
prises quotidiennes, a raison de 1 0 a 1 00 mg/jour, de preference 30 a 50 mg/jour. 

[0019] Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront des 
exemples experimentaux ci-dessous, et des figures annexees. 

LEGENDE DES FIGURES 

[0020] 
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Figure 1 : 1A : formules d6velopp6es des humulones et des lupulones. 1B: schema representatif des reactions 
permettant d'obtenir du mono-acetate ou un mono-acide de lupulone. 

Figure 2 : croissance de cellules SW620 en culture, en presence de differentes concentrations de lupulones issues 
du trouble Whirlpool. 

5 Figure 3 : Phases de la canc6rogenese colique apres induction par un cancerogene chirnique (AOM) chez le rat 

(modele de cancers sporadiques du colon). Les images ont ete obtenues par coloration au bleu de methylene et 
observation au microscope optique (X5). 

Figure 4 : Nombre total de cryptes ou de foyers observes apres 6 semaines de traitement 
Figure 5: Nombre de foyers de cryptes hyperproliferatives/cm, apres 7 mois de traitement. 
10 Figure 6 : 6A : Nombre de tumeurs dans chacun des trois groupes d'animaux apres 7 mois de traitement 6B : 

Repartition et volume des tumeurs dans les animaux de chaque groupe. 

EXEMPLES 

15 Exemple 1 : Protocole de recuperation des resines 8 (lupulones) a parti r du trouble whirlpooi issu de la fillere 
brasslcole 

[0021 ] Le "trouble whirlpool" est preteve des usines de production (Societe Brasseries Kronenbourg) et immediatement 
congeie (-30°C) pour en faciliter le stockage. 

20 [0022] Un aliquot est decongete a temperature ambiante. 500 grammes sont prelev6s et additionnes de 1 litre d'eau 
demineralisSe dans un recipient protege de la lumiere. Le melange est agite a I'aide d'un agitateur magnetique a 400t/min 
durant 15 minutes, a temperature ambiante. Le melange homogeneise est r^parti equitablement dans des godets de 
centrifugation I6gerement opaques, de forte contenance (max 750 ml) et a couvercle vissable. Apres equilibrage des 
poids des godets, its sont centrifuges entre 200 et 300 g, pendant 1 0 min a 15°C. Les surnageants sont ecartes. Cette 

25 operation est effectu6e jusqu'a ce que les eaux de lavages soient parfaitement claires et limpides. Un minimum de trois 
lavages successifs a I'eau distiliee est necessaire. 

[0023] Chaque culot de centrifugation obtenu est additionne de 250 ml d'ethanol pur, qualite CLHP (chromatographie 
liquide haute performance). A I'aide d'une spatule rigide en inox, le "trouble whirlpool" qui adhere au fond du godet est 
detache. Une fois le couvercle du godet revisse\ le godet est agite energiquement pendant 1 a 2 min pour homog6neiser 

30 la solution. Les godets sont mis a centrifuger a 200 a 300 g pendant 1 5 min a 1 5°C. Cette operation est eff ectuee jusqu'a 
ce que les surnageants soient parfaitement incolores. Un minimum de trois extractions successives est necessaire. 
[0024] Les surnageants r6unis constituent le melange de lupulones, constitue majoritairement de co-lupulone et de 
n-lupulone. Ce melange est filtr6 sous vide, a I'aide d'un verre fritte de porosite 2-3 pun, a I'abri de la Iumi6re. II est 
ensuite rapidement transvase dans un ballon opaque puis concentre a sec, sous pression reduite, en ne depassant pas 

35 30°C. A la fin de I'evaporation, la solution prend I'aspect d'une suspension blanchatre dans laquelle precipitent de petites 
boulettes marron fonce. 

[0025] Cette solution concentre est reprise dans un faible volume d'eau demineralisee (40-50 ml) et a I'aide d'une 
spatule inox, I'extrait lipophile est decroche des parois du ballon. Le melange est ensuite transvase dans un tube a 
centrifuger, puis centrifuge entre 200 et300 g pendant 10 min, a 15°C. Le surnageant est 6limin6. 
40 [0026] Un aliquot du culot est repris dans du methanol et immediatement analyse par CLHP (chromatographie liquide 
haute performance) pour verifier I'absence de degradation des lupulones. Si I'absence d'hulupones (produits d'oxydation 
des lupulones) est confirmee, le culot est ensuite conserve a -30°C. 

[0027] II sera decongeie a temperature ambiante et a I'abri de la lumifere, puis immediatement utilise (preparation de 
solutions extemporanees). 

45 [0028] Le rendement massique moyen est de 0,8 % soit 8g de lupulones recuperees a partir d' 1 kg de "trouble 
whirlpool". Leur degre de purete relatif (X270 nm) est °" au minimum 80%. 

Exemple 2 : Effete des lupulones sur la proliferation de cellules in vitro 

so [0029] L'effet des lupulones et d'autres composes issus du houblon a 6te teste dans un premier temps sur 4 lignees 
cellulaires humaines de cancer colique ou colorectal : HT29, CaCo-2, SW280 et SW620. 

[0030] Les principaux constituants des extra'rts prepares a partir de cdnes de houblon et recherch6s par I'industrie 
brassicole pour leurs qualites aromatiques et amerisantes (resines a et fj) presentent une activite antiproliferative su- 
perieure aux autres constituants natureis etudies. En particulier, les lupulones presentent d'excellents resultats. Le 
55 Tableau 1 ci-dessous montre les resultats obtenus sur les cellules CaCo-2, 
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Tableau 1 : effet de difterents extraits sur ta crolssance des cellules CaCo-2 



Echantillons 


Teneurs moyennes dans 
la biere 


P.M. 


% purete 


IC 50 p,M 


,c 50 




humulones: a-acides ... 
%nH + ...%coH 


0.5 mg/L 


355 


74 


22,5 


8 




humulones = a-acides 
85%nH + 12%coH 


97 


12,7 


4,5 


Resines a 


isohumulones: iso-a- 
acides isocoH + isoH + 
isoadH 


15 mg/L 


538 


64,5 


28 


15 




tetranyaro- 
isohumulones: 
tetrahydro-isocoH + 
isoadH 


3 mg/L 


360 


97,9 


11,1 


4 


Resines fi 


lupulones = p acides 
35% nL+25%coL 


Whirlpool 


407 


60 


11 


4,5 




xanthohumoi 




354 


>95 


10 


3.5 


Polyphenols 


naringenine 


0.04 - 4 mg / L 


272 


>95 




25 




8-prenyl-naringenine 




340 


95 


20,6 


7 



[0031] Une inhibition de croissance de 50% a en effet ete observee avec les lupulones a la concentration de 1 1 pM. 
Les inventeurs ont en outre d£montr£ que ces effets anti-pro literatifs sont dus a I'activation d'un processus de mort 
programmed dans ces cellules, induit par les lupulones (alteration du cycle cellulaire, activation de caspases, fragmen- 
tation de I'ADN). 

[0032] L'effet des hulupones, produit de degradation des lupulones, est moins important, puisque pour ces composes, 
testes sur les cellules CaCo-2, IC^ = 20ng/ml. 

[0033] La figure 2 montre I' effet de difterentes concentrations de lupulones issues du trouble Whirlpool sur la croissance 
de cellules SW620 en culture. Pour ces cellules, la concentration entralnant une inhibition de croissance de 50% est 
de 8,5 jjig/ml. 

Exemple 3 : Effets des lupulones sur la formation de lesions precancereuses 

[0034] Les effets des lupulones ont ensuite ete testes dans un modele animal de cancerogenese colorectale. Ce 
modele reproduit en un an les diffe>entes Stapes de la cancerogenese colorectale observed chez I'homme qui se 
d6roulentsur une pSriode de plusieurs dizaines d'annees dans les cas de cancers colorectaux sporadiques qui reprS- 
sentent plus de 80% des cas. 

[0035] Des rats Wistar aduftes d'un poids de 230-250g (n=1 2) ont recu par voie intraperiton6ale une injection d'azoxy- 
methane (AOM : 15mg/kgdepoidscorporel), une fois par semaine pendant 2 semaines, dans le but d'initierun processus 
de cancerogenese colorectale. La figure 3 illustre les difterentes phases de la cancerogenese colique apres induction 
par I 'AOM chez le rat, en absence de traitement 

[0036] Une semaine apres la demiere injection d'AOM, les animaux ont ete repartis aleatoirement en 3 groupes de 
6 animaux. 

[0037] Les groupes exp6rimentaux ont recu comme boisson une solution contenant 0.01 % ou 0.005% (V7V) de I'extrait 
lupulone dans de I'ethanol a 1% (VN) et 0.001% d'acide ascorbique (VA/). Cette solution a 6te renouvetee tous les jours 
pendant la periode exp6rimentale (6 semaines). Le groupe AOM-contr6le a re$u 1 % d'ethanol et 0.001% d'acide 
ascorbique dans les memes conditions. L'ethanol favorise la dissolution des lupulones et I'acide ascorbique (Vitamine 
C) est un antioxydant puissant permettant d'eviter I'oxydation et la degradation des lupulones. 
[0038] La consommation moyenne quotidienne de lupulones, pour le groupe ayant recu la solution de I'extrait lupulone 
la plus dilitee, est de 5 mg/kg de poids corporel, sort 30 mg/m 2 . 

[0039] Six semaines apres le d£but du traitement avec les lupulones, le cdlon a ete pr£leve sous anestftesie. La 
mesure de cryptes anormales hyperproliferatives (precancereuses) a ete realisee dans la moitie distale du cdlon (lon- 
gueur du segment 5-6 cm). Le segment preleve a ete lave dans une solution de NaCI 0.9%, ouvert longitudlnalement 
puis epingle a plat (face muqueuse sur le dessus) au fond d'une boite de Petri et immerge dans une solution Krebs 



5 



EP 1 938 828 A1 



Ringer contenant 4% de formaldehyde. Pour I'analyse, le segment a 6t6 place pendant 5-10 min dans une solution de 
bleu de methylene a 0.5% pour coloration, puis rince dans une solution de Krebs Ringe" et place sur une lame de verre 
pour observation. Le segment a £t6 observe au microscope optique (grossissement 5X) et le nombre de foyers de 
cryptes aberrantes a et£ compte\ Les criteres retenus pour ridentification des cryptes aberrantes hyperprolif^ratives 
5 sont: (a) un epaississement du contour de la crypte, (b) sa dilatation, (c) la formation de foyers contenant plusieurs 
cryptes anormales (d) une retention de la coloration liee a la presence d'amas cellulaires (figure 3A). 
[0040] Les resurtats illustres dans la figure 4 dSmontrent que I'administration de lupulones induit une diminution de 
pres de 50% du nombre de lesions pr6canc6reuses dans la muqueuse du c&lon. 

10 Exemple 4 : Effets des lupulones sur la formation de tumeurs colorectaies 

[0041] Dans une experience compiementaire, les effets des lupulones ont ete teste's dans le meme modele de can- 
cetogenese colorectale, mais a un stade plus avance du processus canc6reux. Comme decrit precedemment, une 
semaine apres la derniere injection d'AOM, les animaux ont ete repartis aieatoirement en 3 groupes de 6 animaux. 

15 [0042] Les 3 groupes de rats ont ete traites dans les mimes conditions que precedemment, a ceci pres que les teneurs 
en lupulones administr6es aux deux groupes exp6rimentaux etaient plus faibles : 0.001% et 0.005% au lieu de 0.005% 
et 0.01% et que la solution d'ethanol utilised pour dissoudre les lupulones (groupes exp6rimentaux) et administree 
egalement au groupe contrSle, est une solution a 0,5% et non 1%. L'administration de lupulones a ete r6alis6e comme 
precedemment et a ete prolongee pendant une dur£e totale de 7 mois, periode a laquelle les animaux traites par I'AOM 

20 developpent des tumeurs. 

[0043] Le suivi de revolution pond6rale des animaux n'a montre aucune variation significative de poids entre le groupe 
contrdle et les groupes experimentaux, et une absence totale de toxicite des lupulones administr6es dans ces conditions. 
[0044] Pour suivre revolution des polypes et leur transformation en adenocarcinome sans sacrifter les animaux, les 
inventeurs ont utilise une technique originale de colonoscopic virtuelle par un scanner permettant, par un systeme 

25 d'acquisition anatomique, d'obtenir de tres bonnes resolutions (jusqu'a 27 pjm) tout en assurant une synchronisation 
surlecycle respiratoire(Micro-CTscannerX,lmtek, San Diego, USA). Tout comme lors d'une colonoscopic chez I'homme, 
des produits de contraste qui permettent de differencier les tissus sains des tissus pathologiques ont ete utilises. Cette 
technique permet de detecter la presence (ou I'absence) de polypes et de tumeurs dans le colon chez un animal vivant 
et de suivre revolution tumorale dans le temps. 

30 [0045] La figure 5 montre le nombre de foyers cryptiques aberrants presents par centimetre dans le segment terminal 
du c6lon. Une reduction de 50 % du nombre de foyers est observee, ce qui confirme les resurtats obtenus pr6c6demment 
a un stade plus precoce. 

[0046] II apparait en outre que la.taille des foyers de cryptes hyperprolif 6 natives est en moyenne plus basse chez les 
animaux traites par les lupulones que chez les animaux temoins, et qu'on observe 2 a 4 fois moins de foyers de grande 
35 taille (formed par plus de 1 0 cryptes) chez les animaux traites que chez les animaux temoins (Tableau 2). 



Tableau 2 : Dimension des foyers (nombre de cryptes/foyer) 
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1 crypte (%) 


2 cryptes 
(%) 


3 cryptes 
(%) 


4 cryptes 
(%) 


5 cryptes 
(%) 


> 6 cryptes 
(%) 


> 1 0 cryptes 

(nombre 

total) 


T6moins 


8±2 


18±5 


16±2 


13±1 


6±1 


39±7 


12±3 


0.001% 


11±1 


21 ±2 


21 ±2 


13±1 


9±1 


24±3 


6±1 


0.005% 


12±3 


22+2 


17±2 


15±2 


10±2 


22±6 


3±1 



[0047] De plus, on observe apres 7 mois un effet inhibiteur particulierement important des lupulones sur la formation 
des tumeurs. Une analyse du nombre de tumeurs presentes dans la totality du cfilon montre qu'un total de 8 tumeurs 
est d6nombr6 dans les cdlons des rats AOM-contr6les alors qu'une seule tumeur est d£tect6e dans chacun des groupes 
de rats traites avec les lupulones (figure 6A). Une analyse du nombre et de la taille des tumeurs dans le colon de chaque 
animal est particulierement revelatrice des propri6t6s anticancerogenes des lupulones sur la muqueuse colique. Des 
tumeurs sont ainsi presentes dans 4 rats sur 6 (67%), dont 2 tumeurs supdrieurs a120 mm 3 dans le groupe AOM- 
contrdle, alors qu'un seul rat sur 6 (20%) presente une tumeur dans chacun des groupes traites par les lupulones, la 
tumeur en question etant de taille moyenne (85 mm 3 ) ou petite (25 mm 3 ) (figure 6B). 

[0048] Ces resurtats montrent clairement que dans le modele de rat utilise ici, les lupulones inhibent la formation des 
polypes a la concentration de 4 mg/kg/j. Pour obtenir un dosage equivalent, chez Thomme, la consommation journaltere 
devrait etre de 30 a 50 mg (soit environ 30 mg/m 2 ). 
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Revendlcatlons 

1. Utilisation de lupulones, pour la preparation d'une composition destinee a inhiber laformation de foyers de cryptes 
anormales au niveau de la muqueuse du colon d'un mammifere. 

2. Utilisation de lupulones, pour la preparation d'une composition destinee a inhiber la formation de polypes au niveau 
de la muqueuse du cdlon d'un mammifere. 

3. Utilisation de lupulones, pour la preparation d'une composition destined a inhiber la canc6risation de polypes presents 
au niveau de la muqueuse du cdlon d'un mammifere. 

4. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour la preparation d'une composition destinee a prevenir 
les tumeurs colorectales, caracterisee en ce que lad'rte composition est destinee a etre administree a des individus 
presentant un ou plusieurs des facteurs de risque suivants : 

- antecedents familiaux de cancer du cdlon; 

- predisposition g6n6tique telle que la polypose adenomateuse familiale ou le syndrome de Lynch ; 

- lesions precance reuses au niveau du cdlon; 

- antecedent de polypectomie ou d'ex6rese tumorale au niveau colique; 

- age superieur a 65 ans combine a un mode de vie sedentaire et/ou a une alimentation riche en viandes et 
pauvre en fruits et legumes. 

5. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que les lupulones sont utilisees 
sous forme d'extrait du trouble whirlpool qui est obtenu dans le precede de fabrication de la biere. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ladite composition est un 
aliment fonctionnel comprenant des lupulones. 

7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ladite composition est un 
complement alimentaire. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ladite composition est un 
medicament. 

9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que ledrt mammifere est un humain. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que la composition est formuiee pour permettre I'adminis- 
tration, en 1 a 3 prises quotidiennes, de 1 0 a 1 00 mg /jour, de preference 30 a 50 mg/jour. 
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Humulones 



Lupulones 

Figure 1A 




Lupulona 



1 Mono-acetate de Luputone 

X0 2 H 



OH O 




n = 0,1.2 



Luputone 



Figure 1B 




2 Mono acide de 
lupulone 




" Contrdle 
•2 f 5Mg/mt. 
* 5pg/mL 
1 7,5yg/mL 
' 10pg/mL 



8 Jours 
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Apres 6 semaines 
Figure 3A 




Apres 5-6 mo 
Figure 3B 
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Apres 8-12 mois 
Figure 3C 
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Nbre de Foyers de cryptes hyperproliferatives / cm 



Temoins 




Lupulones 0.001% 
Lupulones 0.005% 



30% -50% 
Figure 5 
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Figure 6A 
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Temoins 



Lup. 0.001°/ 



tmtr 

Lup. 0.005% 



Figure 6B 
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